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Abstract 

Surgical patch material with a collagenic layer on a highly porous fibrous polymeric compress. Bicomposite 
collagenic material which is biocompatible, non-toxic and biodegradable in less than one month consists 
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porous non-compacted compress based on' a polymeric composition. 
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(5*) MATERIAU COLLAGEN IQUE BICOMPOSfTE,SON PROCEDE D'OBTENTION ET SES APPLICATIONS 
THERAPEUTIQUES. 



^zJJ L'mvention conceme un matenau coilagenique bicom- 
posite qui est biocompatible, non-toxique et oiodegraaabie 
en moms c'ur mois. caractense en ce qu'ii comprend um- 
quement. ou pnncipatement. deux couches intimement 
hees. a savoir une couche formant un Mm a base d un com- 
posant collageniQue, notamment de cotlagene ayant perau 
au moms pametiement sa structure heiicoidaie. ou de gela- 
tine, et une couche formant une compresse poreuse sensi- 
biement non tassee a base d'un composant polynnere. Ce 
matenau nemostatiaue est particulierement utiie en outre 
pour la prevention aes adherences post-operatoires et la ci- 
catnsation des piaies. 
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La presente invention a trait a un materiau bicomposite a base de 
collagene, biocompatible, non toxique et biodegraaaole. comprenant 
uniquement, ou pnncipaiement, une couche formant un film collagenique et une 
couche formant une compresse ou eponge de poiymere fibreux de porosite 
elevee. 

Le materiau selon Tinvention peut etre utilise en chirurgie, 
notamment en chirurgie viscerale, et trouve une application particuliere dans la 
realisation simultanee de I'hemostase et de la prevention des adherences post- 
operatoires tout en favonsant la cicatrisation du tissu lese. 

Les brevets FR-A-2 628 534 et US-A-5 201 745 (IMEDEX) 
decrivent des patchs de chirurgie viscerale realises a partir d'un biomateriau 
forme de deux coucnes de collagene superposees et associees intimement, a 
savoir une couche poreuse collable de collagene fibreux et un film de collagene 
ou de materiau collagenique tel que de la gelatine. 

Dans un tel materiau, le film assure I'etancheite de la membrane 
ou patch et augmente la cohesion mecanique et permet, en outre, de prevenir 
la formation des adherences post-operatoires. La couche poreuse de collagene 
fibreux joue notamment un role de compresse hemostatique. 

Une membrane collagenique bicouche a ete proposee dans les 
demandes de brevet EP-A-0 686 402 et WO 96/08277 (COLETICA) en vue 
d'obtenir un pouvoir anti-adherences. 

Les collagenes et matehaux collageniques utilises dans de tels 
patchs ou membranes peuvent provenir du collagene natif ou de differents 
types d'atelocollagenes ou de collagenes pepsines, et notamment de 
collagenes bovins de type I, de collagenes humams de type I, III, III + I, IV. Ces 
collagenes peuvent etre partiellement oxydes, par exemple pour augmenter leur 
pouvoir adherent, et la couche formant le film peut comporter, en melange avec 
le materiau collagenique, d'autres materiaux permettant, par exemple, de 
renforcer ses proprietes de resistance mecanique et d'ameiiorer son pouvoir 
anti-adherence. 

La fabrication de ces patchs ou membranes n'est cependant pas 
aisee. En effet, il faut, d'une part assurer une excellente liaison entre la couche 
formant le film et la couche formant la compresse fibreuse, tout en 
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mdividualisant bien les deux couches. En outre, lorsque Ton met en contact la 
couche de materiau fibreux avec le materiau coiiagenique licuide destine a 
former le film, ies fibres collagemques, au contact du liquide, tendent a 
s'impregner, de scrte cue Ton peut effectivement obtenir une excellente liaison 
entre les deux couches mais avec une difficulty de bien controler la formation 
du film et de respecter la oorosite de la couche support. 

A cette fin, on a propose (FR-A-2 628 634) de couler le materiau 
coiiagenique, devant former le film, sur une couche de collagene fibreux ayant 
subi preaiablement un certain tassement pour limiter I'interpenetration entre les 
deux couches. 

On a egalement deja propose (EP-A-0 686 402) de congeler la 
couche fibreuse poreuse pour lui conferer un etat hydrate impermeable et de 
couler sur cette couche le materiau coiiagenique liquide destine a former le film 
de fa?on a supprimer I'interpenetration entre les deux couches mais une telle 
suppression de i'interpenetration aboutit a un defaut de cohesion. Le procede 
decrit aboutit en outre a une membrane bicouche collagene-gelatine ayant ete 
sechee ou lyophilisee d'un seul tenant, ce qui empeche de former 
simultanement un film impermeable et une couche de porosite elevee. II est en 
outre preconise de compacter cette membrane. 

Des eponges hemostatiques composees de collagene bovin natif 
sont commercialement disponibles, comme par exemples Colgen® (Immuno 
AG), Pangen® (Fcumier), Surgicoll® (Biodynamics). Mais, elles ne sont pas 
recouvertes sur une face d'un film impermeable, jouant un role de barriere, et 
presentent plusieurs inconvenients : 

i) laissees dans Torganisme, elles peuvent generer des 

adherences ; 

ii) le sang diffuse selon des parcours preferentiels dans la 
compresse, reduisant ainsi la surface de contact du collagene avec les 
plaquettes, et par la suite, le pouvoir hemostatique de la compresse ; 

iii) elles ne jouent plus leur role hemostatique sur des plaies 
fortement hemorragiques (exemple rupture d'artenoles), le sang arrivant a 
passer a travers la compresse ; 
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iv) generalement produites a partir de collagene acide, elles 
sont difficiles a manipuler car elles collent tenement aux instruments de 
chirurgie ou aux gants en latex. 

D'autres produits plus complexes comme le 
5 TachoComb <s (Nyccmed) associant le collagene, ie fibrinogene, la thrombine et 
raprotinine permettent une hemostase plus efficace que les eponges de 
collagene. Mais f ces produits sont susceptibles de faci liter le developpement 
d'adherences post-operatcires. Comportant des enzymes thermoiabiles, ils 
necessitent un stockage entre 2 et 8°C. La multiplication des composants 
io d'origine humaine ou animale est aussi handicapante, a cause des problemes 
de tragabiiite et d'enregistrements lies a ces produits, qui entrament un surcout 
prohibitif. 

Du point de vue de la prevention des adherences post- 
operatoires, celle-ci est particulierement difficile sur des plaies hemorragiques 

15 et, plus particulierement, sur des plaies saignant de fa?on tres diffuse 
(Buckman et al. f J. Surg. Res., 1976, 20, 1-5 ; Wiseman et aL J. Reprod. Med. t 
1992, 37, 766-770). Le saignement de plaies compromet fortement I'efficacite 
de produits commercialises et utilises pour la prevention des adherences 
comme NNTERCEED® TC7 (Johnson & Johnson) (Wiseman et al., J. Reprod. 

20 Med., 1992, 37, 766-770). En effet, il peut entrainer le depot de fibrine sur les 
films anti-adherents et faciliter, par suite, le developpement d'adherences post- 
operatoires. II en resulte qu'il faut proceder a Phemostase la plus complete 
possible, a I'aide de thrombine ou de toutes autres techniques, avant 
d'appliquer sur les plaies hemorragiques des produits comme TINTERCEED* 

25 TC7. II est done interessant pour la prevention des adherences de developper 
des materiaux presentant egalement un pouvoir hemostatique. 

La presente invention a done pour but de perfectionner 
considerablement les materiaux collageniques bicomposites anterieurs decrits 
precedemment et d'accroitre de maniere importante leurs proprietes 

30 hemostatiques, tout en conservant et, le cas echeant, meme en ameliorant les 
proprietes d'anti-adherences post-operatoires. 
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L'invention a egalement pour objectif de fourmr un materiau 
bicomposite collagenique hemostatique, capable en plus de prevenir les 
adherences post-operatoires et de faciliter la cicatrisation. 

Un autre but de l'invention est de realiser un tel matenau qui soit 
particulierement bien coionisable par les cellules specifiques de I'organisme et 
susceptible d'etre biodegrade integralement dans un deiai reduit et facile a 
controier par de simples modifications du procede de fabrication. 

L'invention a egalement pour objectif de fournir un materiau 
bicomposite biocompatible, non toxique et non collant au toucner a I'etat sec 
pour la faciiite de manipulation, mais pouvant developper des proprietes 
adhesives en milieu physioiogique, en particular au contact du sang. 

Un autre objectif de l'invention est de fournir un procede 
particulierement economique pour I'obtention d'un tel materiau bicomposite. 

L'invention a ainsi pour objet un matenau collagenique 
bicomposite qui est biocompatible, non toxique et biodegradable en moms d'un 
mois, caracterise en ce qu'il comprend uniquement, ou principalement, deux 
couches intimement liees, a savoir une couche formant un film a base d'un 
composant collagenique, notamment de collagene ayant perdu au moins 
partiellement sa structure helico'fdale, ou ae gelatine, et une couche formant 
une compresse poreuse sensiblement non tassee a base dun composant 
polymere. 

De preference, le film comprend, outre le composant collagenique, 
au moins un additif hydrophile macromoleculaire chimiquement non reactif vis- 
a-vis du collagene. 

La seconde couche peut etre faite d'une compresse poreuse 
sensiblement non tassee de collagene non denature. 

L'invention a egalement pour objet un procede prefere pour la 
realisation de tels materiaux. 

Ce procede repose sur la decouverte que, lorsqu'on laisse se 
gelifier une solution liquide a base de composant collagenique destinee a 
former un film, il existe un moment, au cours de la gelification, pendant lequel 
on peut poser la couche poreuse de composant polymere formant la compresse 
sur la surface du matenau en cours de gelification, et ou la partie mferieure de 
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ladite couche poreuse penetre partiellement dans le gel, tout en conservant au 
moms partiellement une structure assurant une liaison pratiquement parfaite 
entre le film qui va etre constitue et la couche poreuse, et en laissant 
pratiquement integralement conservees les proprietes separees de la couche 
poreuse et du film. 

Les inventeurs ont constate, de maniere tout a fait surprenante, 

que : 

le film de collagene peut se former par deshydratation de la 
couche liquide de collagene malgre la presence d'une couche poreuse 
lyophilisee par dessus ; 

la couche poreuse superieure n'est pas alteree ou modifiee 
lors de I'association avec le film en formation. 

[.'invention a done pour objet un procede pour Pobtention d'un 
materiau bicomposite selon ('invention, caracterise en ce que Ton coule, sur un 
support inerte convenable, une solution de composant collagenique suivant une 
epaisseur destinee a la formation d'un film, et en ce que Ton applique sur ladite 
solution en cours de gelification, une compresse sensiblement non tassee de 
composant polymere, puis en ce que Ton seche ou laisse secher le materiau 
obtenu. 

Le procede selon Tinvention va etre decrit plus en details ci-apres : 
Pour la mise en ceuvre de ce procede, on prepare une solution 

aqueuse de composant collagenique destinee a la formation du film du 

materiau bicomposite precite. 

Selon I'invention, le terme «composant collagenique^ designe de 

preference du collagene ayant perdu au moins partiellement sa structure 

helicoidale par une operation de chauffage ou toute autre methode, ou de la 

gelatine. 

Le terme «gelatine» englobe ici la gelatine du commerce formee 
de collagene denature par chauffage dont les chaines sont, au moins 
partiellement, hydrolysees (poids moleculaires inferieurs a 100 kDa). 

Le composant collagenique utilise aux fins de ['invention est de 
preference forme de collagene non hydrolyse, constitue majoritairement de 
chaines a (poids moleculaire cfenviron 100 kDa). 
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Par chaines a au sens de I'invention, on entend des chaines a 
entieres ou des fragments issus de ces chaines a entieres par la perte d'un 
petit nombre d'acides amines. 

Le terme «non hydrolyse» tel qu'employe selcn ['invention signifie 
5 que moins de 10 % des chaines collageniques ont un poids molecuiaire 
inferieur a environ 100 kDa. 

Dans le cas d'un chauffage pour denaturer la structure helicoidale 
du coliagene, le chauffage doit etre modere et effectue dans des conditions 
douces, de maniere a eviter la degradation par coupure hydrolytique de la 
10 gelatine ainsi formee. 

La gelatine du commerce est utilisable aux fins de i'invention mais 
n'est pas preferee. 

Le coliagene mis en oeuvre est indifferemment d'origine humaine 
ou animale. II peut s'agir en particulier de coliagene bovin de type I ou de 
15 coilagenes humains de type I ou de type III ou encore de melanges en toutes 
proportions de ces derniers. 

On utilise de preference, du coliagene natif en solution acide ou 
apres traitement, pour elimmer les telopeptides, notamment par digestion a la 
pepsine. 

20 Par ailleurs, le coliagene peut etre modifie par coupure oxydative. 

On peut utiliser a cet effet ['acide periodique ou Tun de ses seis selon la 
technique decrite par M. TARDY et coll (FR-A-2 601 371 et US-A-4 931 546). 

On rappelle brievement que cette technique consiste a meianger 
le coliagene en solution acide, avec une solution d'acide periodique ou Tun de 
25 ses sel a une concentration comprise entre 1 et 10~ 5 M, de preference entre 5 
10* 3 et 10" 1 M, a une temperature comprise entre 10 et 25°C pendant une duree 
pouvant aller de 10 minutes a 72 heures. 

Ce traitement provoque des coupures dans certains composants 
du coliagene qui sont I'hydroxylysine et les sucres, et cree ainsi des sites 
30 reactifs sans en provoquer la reticulation. 

La coupure oxydative du coliagene a comme fonction de 
permettre une reticulation moderee ulterieure du matenau collagenique mais 
('invention n'exclut pas que Ton puisse reaiiser cette fonction par d'autres 
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moyens de reticulation moderee, par exemple par rayonnement beta ou 
gamma, ou d'autres agents de reticulation moderee, par exemple des agents 
chimiques a des doses suffisamment faibles et non toxiques. 

Pour certaines applications, on empioie pour le fiim du materiau 
bicomposite selon 1'invention, du collagene qui n'est pas oxyde ou un melange, 
en toutes proportions, de collagene non oxyde et de collagene oxyde. 

Dans un mode de mise en ceuvre prefere de I'invention, on utilise 
une solution de composant collagenique tel que defini ci-dessus, 
eventuellement partiellement ou totalement modifie par coupure oxydative, dont 
la concentration en collagene est comprise entre 5 et 50 g/l. La concentration 
en collagene ou gelatine est de preference de 30 g/l. 

La solution de collagene oxyde, de collagene non oxyde ou de 
leurs melanges, ainsi preparee est chauffee, par exemple a une temperature 
superieure a 37°C, de preference a une temperature comprise entre 40 et 50°C, 
pendant moins d'une heure. II en resulte que la structure heiicoTdale du 
collagene est denaturee, au moins partiellement. 

On peut obtenir notamment une preparation finale que Ton peut 
assimiler a de la gelatine mais dont le poids moleculaire des chatnes 
elementaires est superieur ou egal a 100 kDa. 

Le traitement par chauffage a temperature superieure a 37°C de 
la solution de collagene entrame la perte progressive de la structure helicoidale 
du collagene, mais ('invention n'exclut pas que Ton puisse realiser cette fonction 
par d J autres moyens physiques ou chimiques, par exemple par ultra-sonication, 
ou par addition cf agents chaotropiques. 

Selon une variante de realisation de ( invention, on ajoute a la 
preparation precedente, au moins un additif hydrophile macromoleculaire, de 
preference chimiquement non reactif vis-a-vis du composant collagenique 

Par «chimiquement non reactif vis-a-vis du composant 
collagenique», on entend un compose hydrophile qui n'est pas susceptible de 
reagir avec le collagene present, notamment qui ne forme pas de liaison 
covalente avec celui-ci lors de sa reticulation. 

L additif hydrophile macromoleculaire selon I'invention presente un 
poids moleculaire avantageusement superieur a 3 000 Daltons. 
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II peut s'agir de poiymeres hydrophiles de synthese 
avantageusement de poids moleculaire compns entre 3 000 et 20 000 Daltons. 
Le polyethyleneglycol est particulierement prefere. 

II peut s'agir egalement de polysaccharides parmi lesquels on oeut 
5 citer I'amidon, le dextrane et la cellulose. 

On peut egalement prevoir {'utilisation de tels polysaccharides 
sous forme oxydee faisant apparaitre aes fonctions carboxyliques dans ces 
molecules. 

Les mucopolysaccharides peuvent egalement convenir aux fins de 
10 ('invention mais ne sont pas preferes car ieur origine animale particuliere les 
rend difficiles a preparer en satisfaisant aux normes reglementaires de 
tra^abilite. 

L'additif hydrophile est selectionne en fonction de divers 
parametres lies notamment a son application, comme son prix, son innocuite, 
15 sa biodegradabilite et/ou sa facilite d'elimination. 

La concentration en additif(s) hydrophile(s) est de 2 a 10 fois 
inferieure a celle du composant collagenique. 

Selon une variante de realisation de ('invention, on prevoit 
d'ajouter au melange composant collagenique/additif(s) hydrophile(s), de ta 
20 glycerine. 

Dans ce cas, la concentration en glycerine est avantageusement 
comprise entre 3 et 8 g/l, ne depassant pas le tiers de !a concentration en 
composant collagenique. 

Dans la preparation collagenique, les concentrations en 
25 composant collagenique, en additif(s) hydrophile(s) et en glycerine lorsqu'ils 
sont presents, sont de preference comprises entre 2 et 10 % pour le composant 
collagenique, entre 0,6 et 4 % pour le (les) additif(s) hydrophile(s) et entre 0,3 et 
2,5 % pour la glycerine respectivement. 

La preparation collagenique est fluidifiee a une temperature 
30 comprise entre 30 et 50°C. 

Elle est avantageusement neutralisee jusqu'a pH neutre pour 
eviter Thydrolyse du collagene par chauffage et en vue d'obtenir un film a pH 
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physiologique tout en permettant la pre-reticulation du collagene si le melange 
contient du collagene oxyde comme indique precedemment. 

Pour la mise en oeuvre du procede selon I'invention, on prepare 
par ailleurs une compresse poreuse sensiolement non tassee a base de 
composant polymere. 

Par «composant polymere», on entend selon I'invention un 
polymere fibreux, non toxique presentant des proprietes hemostatiques et/ou 
cicatrisantes. II peut s'agir de collagene non denature, ou encore de 
polysaccharides tels que la chitine ou le chitosane, ou de polysaccharides 
modifies par oxydation des fonctions alcools en fonctions carboxyliques tels que 
la cellulose oxydee. 

Par «collagene non denature» on entend du collagene qui n'a pas 
perdu sa structure helicoidale. 

Le collagene utilise pour cette seconde couche du materiau 
bicomposite selon Tinvention, consiste en du collagene natif ou en de 
I'atelocollagene, notamment tel qu'obtenu par digestion a ia pepsine. 

L'origine et le type de collagene sont comme indique dans le cas 
du film decrit ci-dessus. 

Par «compresse poreuse sensiblement non tassee» t on entend 
une compresse de fibres polymeres ayant une structure poreuse telle qu'elle est 
par exemple obtenue par lyophilisation, ou une compresse encore plus poreuse 
et qui peut alors avoir subi eventuellement un leger tassement. 

Definte sous une autre forme, ladite couche formant compresse 
poreuse presente une densite inferieure ou egale a 75 mg/cm 2 et de preference 
mferieure a 20 mg/cm 2 . 

La porosite de ces materiaux est illustree aux figures 1 et 2. 

La taille des pores varie de 20 a 300 ym et est en moyenne 
comprise entre 100 et 200 pm. 

La compresse poreuse peut §tre obtenue, de preference par 
lyophilisation, a partir d'une solution aqueuse acide de collagene dont la 
concentration est comprise entre 2 et 50 g/l et dont la temperature est comprise 
entre 4 et 25°C. La concentration en collagene est de preference de 10 g/l. 
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Cette solution est avantageusemert neutralisee de preference 
jusqu'a un pH de lordre de 7 a 8. 

L'epaisseur de la couche fibreuse poreuse ae composant 
polymere est de preference au moins egale a 0,2 cm, et de fa?on 
particulierement preferee comprise entre 0,3 et 1 ,5 cm. 

La preparation du materiau bicomposite proprement dite est 
reaiisee par I'assemblage de la couche formant film et de la compresse 
poreuse, comme indique ci-apres. 

Dans son mode ae mise en ceuvre ie plus simple, !e procede 
selon rinvention comporte le coulage de la solution de composant collagenique, 
destinee a realiser le film, contenant eventuellement le (les) additif(s) 
hydrophile(s) et la glycerine, sur un support sensiblement plan adequat, en 
repartissant celle-ci uniformement. 

Le support est inerte en ce qu'il ne reagit pas avec les 
composants precites et n'intervient pas dans le processus de reticulation. II est 
de preference hydrophobe, par exemple en PVC ou polystyrene. 

Cependant, ce support peut egalernent etre constitue d'un 
materiau pelliculable qui restera faiblement adherent et qui pourra ensuite etre 
separe au moment de ['utilisation chirurgicale. 

Ce support peut encore etre lui-meme constitue d'un film, par 
exemple de collagene seche, sur lequel on couie la solution, ou encore tfune 
couche de gel de materiau collagenique a un etat de gelification nettement plus 
avance. 

La densite de la couche mince appliquee est de preference 
comprise entre 0,1 et 0,3 g/cm 2 

Le coulage de cette solution collagenique est realise a une 
temperature avantageusement comprise entre 4 et 30°C t de preference entre 
18 et 25°C. 

On laisse cette solution se gelifier et on applique sur ladite solution 
en cours de gelification, une compresse poreuse preparee comme indique 
precedemment. 

Par application de la couche poreuse sur la solution en cours de 
gelification, on entend la deoose de la couche poreuse sur le gel, ['application 
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se poursuivant par simple gravite ou, eventuellement par une legere 
compression insuffisante pour provoquer un tassement sensible de la couche 
poreuse. 

Le moment auquel on applique la couche poreuse sur la solution 
5 en cours de gelification est tel que le gel est encore mou et laisse penetrer la 
couche poreuse ou compresse sur une distance qui est avantageusement de 
I'ordre de 0,05 a 2 mm, de preference de I'ordre de 0,1 a 0,5 mm. 

Ce moment peut etre determine de fa?on empirique en appiiquant 
des compresses ou morceaux de compresse sur le gel a des moments 
10 differents. 

En general, lorsque la solution qui se geiifie est a une temperature 
comprise entre 4 et 30°C, la couche poreuse est appliquee entre 5 et 30 
minutes apres la repartition de la solution sur la surface qui la report. 

On laisse secher ou on seche r ensemble pour obtenir le materiau 
is bicomposite selon ('invention. 

Lorsque la solution collagenique destinee a la formation du film 
comprend du collagene oxyde, sa polymerisation s'effectue pendant le sechage 
du materiau bicomposite. 

Ce sechage est avantageusement obtenu a une temperature 
20 comprise entre 4 et 30°C, de preference entre 1 8 et 25°C. 

On peut realiser le sechage du materiau dans un flux d'air sterile, 
si necessaire. 

Apres sechage, le materiau bicomposite selon ('invention peut etre 
separe de son support. En variante, il peut comprendre ou incorporer un film ou 
25 une couche de materiau collagenique sur lequel la solution collagenique a ete 
coulee. 

Le procede decrit ci-dessus peut etre mis en ceuvre d'une maniere 
similaire avec d'autres types de compresses hemostatiques, notamment des 
compresses telles que disponibles dans le commerce. On peut citer par 
30 exemples des compresses a base de cellulose oxydee (compresses Surgicel® 
ou Interceed®) ou a base de chitine ou chitosane. 
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Le materiau bicomposite selon ('invention est stable a temperature 
ambiante et reste stable pendant un temps suffisant pour sa manipulation a des 
temperatures pouvant allerjusqu'a 37-40°C. 

L'epaisseur du film de materiau coliagenique est de preference 
infeneure a 100 |jm, et plus preferentiellement comprise entre 30 et 75 pm. 

L'epaisseur de la compresse poreuse est de preference comprise 
entre 0 t 2 cm et 1 t 5 cm, plus preferentiellement encore entre 0,3 cm et 1,2 cm. 

Selon les applications envisagees, le materiau bicomposite 
conforme a I'invention peut etre soumis a divers traitements ciassiques tels que 
sterilisation etc. 

La sterilisation est avantageusement operee par irradiation avec 
des rayonnements beta (irradiation electronique) ou gamma (irradiation par le 
cobalt radioactif). 

Le materiau bicomposite selon I'invention peut etre utilise tel quel 
ou decoupe aux dimensions appropriees a ('application envisagee. 

La presente invention a permis de reaiiser des matenaux 
bicomposites dans lesquels une couche de polymere fibreux, notamment de 
collagene non denature, extremement poreuse et oouvant avoir une grande 
epaisseur, pour former une compresse ou eponge efficace, est tres etroitement 
liee a un film coliagenique mince, bien d6limit6 et de proprietes et de 
dimensions convenabies. 

II a ensuite pu etre etabli qu'un tel materiau bicouche presentait un 
ensemble de qualites d'hemostase, d'anti-adherences post-operatoires et de 
bio-degradabilite particulierement surprenantes. 

Le biomatenau obtenu est de manipulation aisee. II ne colle pas 
aux instruments chirurgicaux ou aux gants, a I'etat sec. 

II presente une resistance mecanique acceptable tout en gardant 
une certaine souplesse, apportee par les elements hydrophiles contenus dans 
le film du materiau composite. 

Le materiau selon I'invention est un hemostatique local dont le 
principe actif est le composant polymere, notamment le collagene non denature 
ou la cellulose oxydee, qui participe, au meme titre que le collagene endogene, 
au processus de Themostase et de la cicatrisation. II est applique de preference 
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avec pression sur le site hemorragique jusqu'a Pobtention d'une hernostase. Le 
sang est absorbe par la couche poreuse du matenau et concentre sous le 
materiau grace au film du materiau, jouant ie role de barnere etanche. Au 
contact du polymere. il est transforme en clou hemostatique et/ou en caillot. 

Tres rapidement, le materiau adhere a la plaie hemorragique, 
grace a la formation du clou hemostatique et/ou du caiilot par le polymere. 

On pense que les proprietes hemostatiques ccnsiderablement 
accrues de la compresse selon I'invention sont dues notamment a la possibility 
d'absorber une quantite tres importante de sang tout en empechant sa diffusion 
aussi bien transversalement au biomateriau que dans son plan. En outre, la 
diffusion du sang dans la compresse poreuse, dans la zone delimitee par la 
plaie, accroTt la surface de contact entre la substance hemostatique et les 
plaquettes. Elle accelere ainsi I'arret du saignement en jouant sur les voies 
diverses de la coagulation, dont la phase finale conduit a la formation d'un 
reseau de plaquettes et de fibrine renforpant Padhesion de la compresse sur la 
plaie. 

Au contraire, les materiaux collageniques bicouches de Tart 
anterieur decrit ci-dessus presentent une porosite insuffisante qui ne permet 
pas la penetration du sang. Ceci favorise des fuites laterales de sang sous la 
compresse ce qui ne permet pas une bonne adhesion. De ce fait, Parret du 
saignement est beaucoup plus difficile. 

Le materiau collagemque bicomposite selon ['invention est 
particulierement adapte a la prevention d'adherences post-operatoires, en 
particulier sur des plaies hemorragiques, du fait de la prevention des 
adherences par le film, de la bonne adhesion du matenau composite sur de 
telles plaies et de Pabsence de sang a ('interface. 

Outre leurs proprietes d'hemostase et de prevention d'adherences 
post-operatoires, le materiau collagemque relevant de la presente invention 
facilite la cicatrisation, a cause de sa structure composite, associant une 
couche tres poreuse de polymere a un film collagenique. 

La partie poreuse du materiau est facilement colonisable par les 
cellules environnantes. Le film protege la cicatrisation en cours pendant 
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quelques jours grace a ses propnetes d'etancreite aux bacteries et 
microorgamsmes. 

Le pouvoir de prevention des adherences par le film du materiau 
est egalement renforce par I'acceleration de la cicatrisation de la plaie par le 
polymere de la couche poreuse du materiau. 

Selon 1'invention, le materiau collagenique bicomposite est ainsi 
utile pour I'hemostase et la prevention des adherences post-operatoires sur des 
plaies saignantes tout en facilitant la cicatrisation. 

En outre, I'additif hydrophiie macromoieculaire est elimine par 
diffusion a travers le materiau collagenique, en quelques jours, materiau dont le 
gonflement favorise la degradation du film collagenique en moins d'un mois. 

Le materiau bicomposite selon I'invention peut egalement etre 
utilise pour favoriser la cicatrisation. Sa structure poreuse tres ouverte peimet 
une colonisation celluiaire rapide. Le film permet, quant a iui, d'isoler la partie 
poreuse pour la rendre accessible a des cellules specifiques. 

A titre d'exemple, des fibroblastes peuvent etre cultives dans la 
partie poreuse du materiau, in vitro, et des cellules epitheliales peuvent etre 
cultivees sur le film en realisant deux compartiments provisoirement separes. 

Cependant on peut egalement, bien que cela ne soit pas prefere, 
relier un film de composant collagenique et une compresse poreuse non tassee 
par rintermediaire d'un agent adhesif biocompatible, biodegradable et non 
toxique, des lors que cet agent peut assurer une liaison suffisamment forte 
entre le film et la compresse, tout en n'etant present qu'en faible quantite. 

Des exemples d'agent adhesif sont les colles chirurgicales, 
notamment les colles de fibnne et les colles collageniques decrites dans le 
brevet Tardy et al. US-A-5 61 8 551 et la demande WO 98/1 5299. 

Cette invention va etre maintenant decrite en detail a I'aide 
d'exemples non limitatifs montrant differentes compositions possibles du 
materiau ainsi que ieurs pouvoirs hemostatiques et leurs capacites de 
prevention des adherences tissulaires post-operatoires. 

Selon I'invention, on peut soit realiser une compresse qui sera 
redecoupee aux dimensions et a la forme voulues ou preparer un biomateriau 
ayant les dimensions et les formes du patch desire. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : 

Preparation de compresses de collaqene a pH neutre : 

Le collagene utilise est du collagene bovin de type I, extrait de 
derme de veau, eventuellement soiubilise par digestion a la pepsine et, purifie 
par precipitations salines, seion les techniques deja decrites. On peut utiliser, 
de la meme maniere, des collagenes humains de type I ou Hi ou ieur melange 
en toutes proportions. 

Une solution de collagene a 10 g/l est preparee par dissolution de 
23 g de collagene humide (taux d'humidite de 12 %) dans 2070 g d'eau 
ultrafiltree, a la temperature ambiante restant inferieure a 25°C. Elle est 
neutralisee a I'aide d'hydroxyde de sodium jusqu'a pH neutre, ce qui entraine 
une precipitation du collagene. 

La suspension est, ensuite, repartie dans des plateaux de 
lyophilisation, a raison de 0,5 a 1 g/cm 2 et deshydratee par lyophilisation, en 
prenant un cycle durant environ 24 heures. 
Exemple 2 : 

Preparation de compresses de collaqene a pH 5-5,5 : 
La preparation de compresses de collagene a pH 5-5,5 permet de 
limiter le phenomene de precipitation du collagene Elle est realisee suivant 
I'exemple 1, avec comme seule difference la neutralisation de la solution de 
collagene a I'aide d'hydroxyde de sodium a un pH voisin du point isoelectrique 
du collagene, tfest-a-dire 5 et 5,5. 
Exemple 3 : 

Preparation de compresses de collaqene a pH acide : 
La preparation de compresses legerement acides est realisee 
suivant I'exemple 1, avec comme seule difference que la neutralisation de la 
solution de collagene n'est pas effectuee, ce qui evite toute precipitation du 
collagene. 
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Exemple 4 : 

Preparation d'une solution de collagene oxvde. destinee a la 
formation du film : 

Le collagene oxyde a 30 g/l, utilise pour cet exemple, est prepare 
5 suivant le brevet FR-A-2 715 309. On empioie du collagene bovin de type I, 
extrait de derme de veau par solubilisation a pH acide ou par digestion a la 
pepsine et purifie par precipitations salines selon des techniques deja decrites. 

Les produits commercialises par la societe COLLAGEN Corp., 
sous les noms de VITROGEN® ou ZYDERM® peuvent convenir dans cette 
10 application. 

On utilise de preference des fibres seches de collagene, obtenues 
par precipitation d'une solution acide de collagene par addition de NaCI, puis 
lavages et sechage du precipite obtenu par des solutions aqueuses d'acetone 
de concentration croissante de 80 % a 100 %. 
15 On peut, de la meme maniere ; utiliser aes collagenes humains de 

type I ou III ou leur melange en toutes proportions. 

La solution de collagene a 30 g/l est preparee par dissolution en 
HCI 0,01 N Son volume est de 49 litres. Elle est additionnee d'acide periodique 
a une concentration finale de 8 mM soit 1 ,83 g/l. 
20 On realise I'oxydation a temperature ambiante voisine de 22°C, 

pendant 3 heures a I'abri de la lumiere. 

Puis, la solution est additionnee d'un volume egal d'une solution 
de chlorure de sodium pour obtenir une concentration finale de 41 g/l NaCI. 

Apres 30 minutes d'attente, le precipite est recolte par decantation 
25 a travers un tamis de toile de porosite voisine de 100 microns, puis lave 4 fois 
avec une solution de NaCI 41 g/l en HCI 0,01 N. On obtient 19 kg de precipite 
salin acide. Ces lavages permettent Telimination de toutes traces d'acide 
periodique ou derives iodes formes pendant I'oxydation du collagene. 

Ensuite, plusieurs lavages en solution aqueuse d'acetone a 80 % 
30 permettent la concentration du precipite de collagene et l'6limination des sels 
presents. 
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Un lavage final en acetone 100 % permet de preparer 3.6 kg d*un 
precpite acetomque tres dense, de collagene oxyde acide, non reticule, ne 
contenant aucune trace de produit chimique indesirabie. 

La pate acetonique est reprise en eau distillee apyrogene a 40°C, 
5 pour obtenir une concentration ce collagene de 3 %. 

La solution de 44 litres est chauffee 30 minutes a 50°C, puis filtree 
sterilement sur membrane de pcrosite 0,45 microns dans une etuve a 4Q°C. 

Des que cette solution est homogene et a 35°C, elle est 
additionnee d'une solution sterile concentree de PEG 4000 (polyethyleneglycol 
10 de poids moleculaire 4000 Daltons) et de glycerine pour obtenir une 
concentration finale de 0,9 % en PEG, de 0,54 % en glycerine et de 2,7 % en 
collagene oxyde. 

Des la fin de ces additions, le pH de la solution est ajuste a 7,0, 
par addition d'une solution concentree d'hydroxyde de sodium. 
15 Exemple 5 : 

Preparation d'une solution comportant un melange de collagene 
non oxvde chauffe et de collagene oxyde, destinee a la formation du film : 

Une vanante de preparation de la solution de collagene. utilisee 
pour le film, est de prendre du collagene non oxyde chauffe ou un melange de 
20 collagene oxyde, prepare suivant Fexemple 4, et de collagene non oxyde 
chauffe, en toutes proportions. 

Le collagene utilise pour la preparation du collagene non oxyde 
chauffe est du collagene bovin de type I, extrait de derme de veau, 
eventuellement solubilise par digestion a la pepsine et, purifie par precipitations 
25 salines, selon les techniques deja decrites. On peut utiliser, de la meme 
maniere, des collagenes humains de type I ou III ou leur melange en toutes 
proportions. 

Une solution de collagene non oxyde chauffe a 30 g/l est preparee 
par dissolution de 65,2 g de collagene humide (taux d'humidite de 12 %) dans 
30 1940 g d'eau ultrafiltree, a 42°C. Cette solution est additionnee a 42°C d'une 
solution sterile concentree de PEG 4000 (polyethyleneglycol de poids 
moleculaire 4000 Daltons), de glycerine et, eventuellement de collagene oxyde, 
prepare suivant Fexemple 3, pour obtenir une concentration finale de 0,9 % en 
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PEG, de 0.54 % en glycerine et de 2,7 % en coliagene total. Le pH de la 
solution est ajuste a 7,0, par addition d'une solution concentree d'hydroxyde de 
sodium. 
Exemple 6 : 

Preparation d'une solution acide de col'aoene non oxyde chauffe. 
destinee a la formation du film : 

La preparation d'une solution acide de coliagene non oxyde 
chauffe, pour le film, est realisee suivant Pexemple 5, avec les differences 
suivantes : 

i) le coliagene utilise est exclusivement du coliagene non 
oxyde chauffe dont la preparation est decrite dans I'exemple 1 ; 

ii) le melange utilise pour le film, dont les concentrations 
finales en PEG, glycerine et coliagene sont respectivement de 0,9 %, 0,54 % et 
2,7 %, est acide. 

Exemple 7 : 

Preparation d'un materiau bicomposite a partir d'une compresse 
collaqenique : 

La solution de coliagene, destinee a la formation du film, comme 
decrite dans les exemples 4, 5 ou 6, est coulee en couche mince a densite de 
0,133 g/cm 2 sur un support plan hydrophobe de type PVC ou polystyrene, a 
temperature ambiante, voisine de 22°C. 

Une compresse de coliagene, preparee suivant les exemples 1 , 2 
ou 3 est appiiquee uniformement sur la solution de coliagene chauffe, 5 a 20 
minutes apres sa repartition sur le support. Ce temps d'attente correspond au 
temps de gelification de la solution de coliagene, necessaire a ['application de la 
compresse de coliagene, pour eviter sa dissolution ou son hydratation partielle 
dans le coliagene liquide. 

La penetration de la compresse dans la solution gelifiee de 
coliagene est jugee inferieure a 0,5 mm. 

L'ensemble est ensuite deshydrate sous un flux d'air sterile, a 
temperature ambiante, qui conduit a ('evaporation en 18 heures environ. 

Le materiau bicomposite obtenu se decolle tres facilement du 

support. 
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II peut etre aecoupe, sans le fragiiiser. aux dimensions souhait6es 
pour i'application recherchee. 

Ensuite. le matenau bicomposite est inclus dans un doubie sachet 
en polyethylene, non permeable a fair. 
5 L'ensemble est sterilise par irradiation gamma cu par faisceau 

d'electrons (irradiation beta) a une dose comprise entre 25 et 35 KGy. 

Le matenau est stable a temperature ambiante. 

La presence de glycerine dans le materiau contribue 
essentiellement a conferer une plus grande souplesse au film et en facilite 
10 ('utilisation. Le materiau peut ne pas contenir de glycerine. 

^utilisation de PEG 4000 comme agent hydrophile 
macromoleculaire n'est pas limitatif. On peut lui substituer du PEG 3000, PEG 
5000 ou des polysaccharides comme I'amidon soluble (OSI, France) et le 
Dextran T40 (Pharmacia Fine Chemicals, Suede). 
15 Les figures 1 et 2 sont des photographies prises au microscope 

electronique a balayage, respectivement a un grossissement de 40 et de 200, 
qui illustrent les structures du materiau bicomposite prepares comme indique ci- 
dessus. 

La figure 1 correspond a I'exempie 7 mis en oeuvre a partir de la 
20 compresse de I'exempie 1 preparee a partir du coiiagene pepsine. le film etant 
realise selon I'exempie 4. 

La figure 2 correspond a I'exempie 7 mis en ceuvre a partir de la 
compresse de I'exempie 3, le film etant realise selon I'exempie 6. 
Exemple 8 : 

25 Preparation d'un materiau bicomposite a partir d'une compresse 

de cellulose oxvdee : 

On procede comme a I'exempie 7 mais en utilisant une compresse 
poreuse a base de cellulose oxydee telle que disponible dans le commerce 
sous les noms de Interceed* ou Surgicel® 

30 
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REVENDICATIONS 

1/ Materiau collagenique bicomposite qui est biocompatible, non- 
5 toxique et biodegradable en moins d'un mois. caractense en ce quil comprend 
uniquement. ou principalement, deux couches intimement iiees, a savoir une 
couche formant un film a base d'un composant collagenique, notamment de 
collagene ayant perdu au moins partiellement sa structure helicoidale, ou de 
gelatine, et une couche formant une compresse poreuse sensiblement non 
10 tassee a base d'un composant polymere. 

21 Materiau collagenique bicomposite selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le composant collagenique consiste en ou comprend du 
collagene ayant perdu au moins partiellement sa structure helicoidale. 

15 

3/ Materiau collagenique bicomposite selon la revendication 2, 
caracterise en ce que le composant collagenique est forme de collagene non 
hydrolyse, constitue majoritairement de chaines a. 

20 4/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 3, caracterise en ce que le composant collagenique consiste 
en ou comprend de la gelatine. 

5/ Materiau collagenique selon Tune quelconque des 
25 revendications 1 a 4, caracterise en ce que le composant collagenique consiste 
en ou comprend du collagene modifie par coupure oxydative. 

6/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce que la couche formant film comprend en 
30 outre au moins un additif hydrophile macromoleculaire chimiquement non 
reactif vis-a-vis du composant collagenique. 
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7/ Materiau collagenique seion la revendication 6, caracterise en 
ce que I'additif hydrophile macromoleculaire presente un poids moleculaire 
superieur a 3000 Daltons. 

5 8/ Materiau collagenique bicomposite selon la revendication 7, 

caracterise en ce que I'additif hydrophile macromoleculaire presente un poids 
moleculaire compris entre 3 000 et 20 000 Daltons. 

9/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 
10 revendications 6 a 8, caracterise en ce que I'additif hydrophile 
macromoleculaire est au polyethyleneglycol. 

10/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 
revendications 6 a 9, caracterise en ce que I'additif hydrophile est choisi parmi 
15 les polysaccharides, notamment I'amidon, le dextrane ou la cellulose, ou les 
mucopolysaccharides. 

11/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 
revendications 6 a 10, caracterise en ce que I'additif hydrophile est un 
20 polysaccharide sous forme oxydee. 

12/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 
revendications 6 a 11, caracterise en ce que la concentration en additif(s) 
hydrophile(s) est 2 a 10 fois inferieure a celle du composant collagenique. 

25 

13/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 
revendications 6 a 12, caracterise en ce que la couche formant film comprend 
en outre de la glycerine. 

30 14/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 13, caracterise en ce que la couche formant film presente 
une epaisseur inferieure a 100 |jm, de preference comprise entre 30 pm et 
75 ym. 
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15/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 14, caracterise en ce que le composant poiymere de la 
couche poreuse formant compresse consiste en ou comprend du collagene non 
5 denature. 

16/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 14, caracterise en ce que le composant poiymere de la 
couche poreuse formant compresse est choisi parmi les polysaccharides, 
10 notamment la chitine ou le chitosane. 

17/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 14, caracterise en ce que le composant poiymere est choisi 
parmi les polysaccharides modifies par oxydation des fonctions alcools en 
is fonctions carboxyliques, notamment la cellulose oxydee. 

18/ Materiau collagenique bicomposite selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 17, caracterise en ce que la couche poreuse formant 
compresse presente une densite inferieure ou egale a 75 mg/cm 2 , de 
20 preference inferieure a 20 mg/cm 2 . 

19/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 18, caracteris6 en ce que la tai lie des pores de la couche 
formant compresse varie de 20 a 300 pm. 

25 

20/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 18, caracterise en ce que la taille moyenne des pores de la 
couche formant compresse est comprise entre 100 et 200 pm 

30 21/ Materiau collagenique bicomposite selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 20, caracterise en ce que la couche formant compresse 
presente une epaisseur au moins egale a 0,2 cm et de preference comprise 
entre 0,3 cm et 1 ,5 cm. 
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22/ Procede pour I'obtention d'un matenau collagenique 
bicomposite selon Tune quelconque des revendications 1 a 21. caracterise en 
ce que Ton coule, sur un support inerte convenable, une solution de composant 
5 collagenique suivant une epaisseur destinee a la formation d'un film, et en ce 
que Ton applique sur ladite solution en cours de gelification, une compresse 
sensiblement non tassee de composant polymere, puis en ce que Ton seche ou 
laisse secher le materiau obtenu. 

io 23/ Procede selon la revendication 22, caracterise en ce que, pour 

1a formation du film, on prepare une solution de composant collagenique dont la 
concentration en coilagene est comprise entre 5 et 50 g/l et est de preference 
de 30 g/l. 

15 24/ Procede selon la revendication 23, caracterise en ce que Ton 

prepare une solution acide de coilagene natif. 

25/ Procede selon Tune quelconque des revendications 22 a 24, 
caracterise en ce que le composant collagenique consiste en ou comprend du 
20 coilagene modifie par coupure oxydative. 

26/ Procede selon la revendication 25, caracterise en ce que le 
coilagene est modifie par traitement a I'acide periodique ou Tun de ses sels. 

25 27/ Procede selon Tune quelconque des revendications 22 a 26, 

caracterise en ce que la solution de composant collagenique est chauffee a une 
temperature superieure a 37°C, de preference a une temperature comprise 
entre 40 et 50°C. 

30 28/ Procede selon I'une quelconque des revendications 22 a 27, 

caracterise en ce qu'on ajoute a la solution de composant collagenique, au 
moins un additrf hydrophile macromoleculaire chimiquement non reactif vis-a- 
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vis du composant collagenique tel que defini selon Tune quelconque des 
revendications 7 a 1 1 . 

29/ Procede selon la revendication 28, caracterise en ce que la 
5 concentration en additif(s) hydrophile(s) est 2 a 10 fois inferieure a la 
concentration en composant collagenique. 

30/ Procede selon I'une quelconque des revendications 28 et 29, 
caracterise en ce qu'cn ajoute de la glycerine a la solution de composant 
io collagenique. 

31/ Procede selon la revendication 30, caracterise en ce que la 
concentration en glycerine est comprise entre 3 et 8 g/l et ne depasse pas le 
tiers de la concentration en composant collagenique. 

15 

32/ Procede selon Tune quelconque des revendications 22 a 31 f 
caracterise en ce que, pour la formation du film, on prepare une solution 
aqueuse contenant 2 a 10 % de composant collagenique, 0,6 a 4 % d'additif(s) 
hydrophile(s) et 0,3 a 2,5 % de glycerine s'ils sont presents. 

20 

33/ Procede selon I'une quelconque des revendications 22 £ 32, 
caracterise en ce que la solution destinee a la formation du film est neutralisee. 

34/ Procede selon Tune quelconque des revendications 22 a 33, 
25 caracterise en ce que le support est un support en PVC ou polystyrene. 

35/ Procede selon I'une quelconque des revendications 22 a 34, 
caracterise en ce que la solution destinee a la formation du film, qui est coulee 
sur le support, presente une densite comprise entre 0,1 et 0,3 g/cm 2 

30 

36/ Procede selon I'une quelconque des revendications 22 a 35, 
caracterise en ce que le coulage de la solution collagenique est realise a une 
temperature comprise entre 4 et 30°C, de preference entre 18 et 25°C. 
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37/ Procede selon Tune quelconque des revendications 22 a 36, 
caracterise en ce que Ton utilise une compresse a base de collagene non 
denature 

38/ Procede selon la revendication 37, caracterise en ce que la 
compresse poreuse est preparee a partir d'une solution aqueuse acide de 
collagene non denature dont la concentration est comprise entre 2 et 50 g/l, et 
est de preference de 10 g/l. 

39/ Procede selon la revendication 38, caracterise en ce que la 
solution est neutralisee jusqu'a un pH de I'ordre de 7 a 8. 

40/ Procede selon Tune quelconque des revendications 38 et 39, 
caracterise en ce que la solution est lyophilisee. 

41/ Procede selon la revendication 40, caracterise en ce que la 
solution est repartie en couche presentant une densite comprise entre 0,2 et 
1 ,5 g/cm 2 pour la lyophilisation. 

42/ Procede selon Tune quelconque des revendications 22 a 36, 
caracterise en ce que Ton utilise une compresse hemostatique a base de 
polysaccharide, notamment de chitine ou de chitosane. 

43/ Procede selon Tune quelconque des revendications 22 a 36, 
caracterise en ce que Ton utilise une compresse hemostatique a base de 
polysaccharide modifie par oxydation des fonctions alcools en fonctions 
carboxyliques, notamment de cellulose oxydee. 

44/ Procede selon Tune quelconque des revendications 22 a 43, 
caracterise en ce que lors de ('application de la compresse poreuse sur la 
solution destinee a la formation du film en cours de gelification, on laisse 
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penetrer la compresse sur une distance de I'ordre ce 0.05 a 2 mm, de 
preference de I'ordre de 0,1 a 0,5 mm dans le gel en cours de formation. 

45/ Procede selon Tune quelconque des revendications 22 a 44, 
caracterise en ce que Ton seche le materiau obtenu dans un flux d'air sterile. 



46/ Procede selon Tune quelconque des revendications 22 a 45, 
caracterise en ce que le materiau obtenu est sterilise, notamment par irradiation 
avec des rayonnements beta ou gamma. 
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